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論 文 内 容 要 旨
組織(体 性)幹 細胞 は骨髄,表 皮,毛 包,腸 管上皮,脳,角 膜 上皮 な ど数多 くの成体組織 中に
存在 してい る。 これ ら組 織幹細胞 は多分化 能お よび 自己複製能 を有 してお り,再 生医療 のための
細 胞源 と して注 目され てい る。
組織 幹細 胞の 中で も,骨 髄 の造血 幹細胞 さ らに表 皮,腸 管上皮,角 膜上 皮 な どの上皮系幹細
胞 は最 も詳細 に研究 され てい る幹細 胞 モデルで ある。 表皮 においては,上 皮 幹細胞 は毛包部 のバ
ル ジと呼 ばれ る特異 的部位 に,角 膜 上皮 においては,角 膜 と結膜 の間 にある輪 部 と呼ばれ る組織
の上皮 基底部 に存在す るこ とが知 られて いる。角膜上皮幹細 胞モ デルは,未 分 化 な角膜 上皮幹細
胞 が存在 す る輪部 上皮 領域 と,よ り分化 したTA細 胞 や分 化角 膜上皮 細 胞 が存在 す る角膜 中央
部 上皮 が空間 的 に分か れて存在 してい ることか ら,上 皮系幹細胞 の研究用 モデル と して広 く利用
されて い る。 しか し一方 で,角 膜上皮幹細 胞の局在 は明 らか に されて い るものの,幹 細胞維持機
構 つ ま り幹細胞 ニ ッチについての大部分 が不 明であ る。
幹 細胞 ニ ッチ とは"幹 細胞維 持 に必要 な特異 的微細環 境"で あ り,幹 細胞 ニ ッチ内 において幹
細胞 は未分 化性 を維 持す る ことが可能で ある。幹細胞 ニ ッチの構成要 素 と して は,液 性 因子,細
胞外基 質,細 胞間接着 分子 な ど数 多 くの因子 が関 わ ってお り,こ れ ら因子 が複 合的 に作 用す るこ
とによ り,幹 細 胞 の未分 化性 が維持 されて いると推測 され る。
近年,造 血 幹 細胞 ニ ッチにお いて造血 幹細胞 が,紡 錘 型N-cadherin陽 性/CD45陰 性 の骨 芽
細 胞 と,N-cadherinを 介 し接着 して存 在す ることが報告 され た。 造血 幹細 胞 と骨芽 細胞 の細 胞
間接着 に関与 して い るN-cadherinは 組織幹 細胞 の長期 間 にわ た る未 分化 性 の維持 に重要 な役 割
を果 た して いる ことが推測 された。
本研 究 では,上 皮幹 細胞 の未分 化性維持機構 の解 明を 目的 と して,角 膜上 皮幹細 胞ニ ッチにお
ける細胞 接着分 子N-cadherinの 関与 について検討 した。
N-cadherinの 免疫 染色 の結果,N-cadherinは 角膜上皮幹 細胞 が存在 す る とされ る輪 部上皮基
底部 に散 発 的 に認 め られ たが,一 方 で角膜 上皮 では認 め られ なか った。FACS解 析 の結果 か ら
も,N-cadherin陽 性 細胞 は輪部 上皮 にのみ約9.9%存 在 したが,一 方 で角膜上皮 には殆 ど認 め ら
れ なか った。 次 にセ ル ソーテ ィ ングに よ り単離 したN-cadherin陽 性細 胞 を解 析 した ところ,
N-cadherin陽 性 細胞 は陰性細胞 に比較 して有意 に高 い コロニ ー形 成能 および幹 細胞 マ ーカー発
現 を示 した ことか ら,N-cadherin陽 性 細胞 は角膜上 皮幹細 胞 ・前 駆細胞 であ る と考 え られ た。
さらに2重 免疫 染色 の結 果か ら,N-cadherin陽 性細胞 はN-cadherinを 介 して メ ラノサイ トと接
着 して存在 して い る ことが明 らか とな った。 また,N.cadherin陽 性細 胞 を3T3フ ィー ダー レイ
ヤー上 で共培 養 した と ころ,少 な くと も培養後24時 間 で はN.cadherin発 現 は維 持 され て いた
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が,培 養9日 後 にお いては,N-cadherin発 現 は著 しく減弱 した。
以上 の結 果 か ら,N-cadherinは 角膜上皮幹 細胞 ・前駆 細胞 に特 異 的 に発現 して お り,メ ラ ノ
サ イ ト(推 定 ニ ッチ細 胞)と の細胞間接着分子 として働 き,輪 部上 皮基底部 にお ける角膜上皮幹
細胞 ニ ッチ形 成 に寄 与 して い る と考 え られ た。 また,増 殖 した角 膜上 皮 幹 細胞 ・前 駆細 胞 の
N-cadherin発 現 が減弱 した ことか ら,N-cadherinは 幹細胞 にお け る増 殖 の制 御 に関与 してい る
と考 え られ た。
一471 一
審 査 結 果 の 要 旨
組織(体 性)幹 細胞 は骨髄,表 皮,毛 包,腸 管上 皮,脳,角 膜 上皮 な ど数 多 くの成体組織 中に
存在 して いる。 これ ら組織幹細胞 は多分化能お よび自己複 製能 を有 してお り,再 生 医療 のための
細胞源 と して注 目されて いる。
組織 幹細胞 の中 で も,骨 髄 の造血 幹細胞,さ らに表皮,腸 管上皮,角 膜 上皮 な どの上皮系幹細
胞 は最 も詳細 に研究 されて いる幹細 胞モデルであ る。表皮 に おいて は,上 皮幹細胞 は毛包部 のバ
ル ジ と呼 ばれ る特異 的部位 に,角 膜 上皮 において は,角 膜 と結膜 の間 にあ る輪部 と呼 ばれ る組織
の上皮 基底部 に存在す ることが知 られてい る。 角膜 上皮幹細 胞 モデル は,未 分化 な角膜上皮幹細
胞が 存在 す る輪部 上皮 領域 と,よ り分化 したTA細 胞 や分 化 角膜 上皮 細 胞が存 在す る角膜 中央
部 上皮 が空 間的 に分 かれて存在 してい ることか ら,上 皮系幹 細胞 の研 究用 モ デル と して広 く利用
され てい る。 しか し一 方で,角 膜上皮幹 細胞の局在 は明 らか にされて い るものの,幹 細胞維持機
構 つ ま り幹細 胞ニ ッチ につ いての大部分 が不 明で あった。
幹細 胞ニ ッチ とは"幹 細胞維持 に必 要な特異 的微 細環境"で あ り,幹 細胞 ニ ッチ内 において幹
細 胞 は未分化性 を維持 す ることが可能 であ る。幹細 胞ニ ッチの構成要 素 と して は,液 性因子,細
胞外 基 質,細 胞 間接着 分子な ど数多 くの因子 が関わ ってお り,こ れ ら因子 が複合 的に作用す るこ
とによ り,幹 細 胞 の未 分化性が維持 されてい ると推 測 され て いる。
本研 究で は,上 皮幹 細胞の未分化性維 持機構 の解 明を 目的 と して,角 膜上 皮幹細 胞ニ ッチにお
け る細 胞接着分 子N-cadherinの 関与 につ いて検討 してい る。
N-cadherinの 免疫 染色 の結 果,N-cadherinは 角膜 上皮幹 細胞 が存在 す る とされ る輪部 上皮基
底 部 に散 発的 に認 め られ たが,一 方 で角膜上皮 で は認 め られ なか った。FACS解 析 の結果 か ら
も,N-cadherin陽 性 細胞 は輪部上 皮 にの み約9.9%存 在 したが,一 方 で角膜上 皮 には殆 ど認 め ら
れな か った。 次 にセ ル ソー テ ィ ングに よ り単離 したN-cadherin陽 性 細 胞 を解析 した ところ,
N-cadherin陽 性細 胞 は陰性細 胞 に比較 して有意 に高い コロニ ー形 成能 お よび幹 細胞 マ ー カー発
現 を示 した ことか ら,N-cadherin陽 性細 胞は角膜上 皮幹細 胞 ・前駆 細胞 で あ ると考 え られた。
さ らに2重 免疫 染色 の結果か ら,N-cadherin陽 性細胞 はN-cadherinを 介 して メラノサイ トと接
着 して存 在 してい る ことが明 らか とな った。 また,N-cadherin陽 性細 胞 を3T3フ ィーダ ー レイ
ヤー上 で 共培養 した ところ,少 な くと も培養 後24時 間で はN-cadherin発 現 は維 持 され て いた
が,培 養9日 後 に おいて は,N-cadherin発 現は著 しく減弱 した。
以 上 の結果 か ら,N-cadherinは 角膜上皮幹 細胞 ・前 駆細 胞 に特異 的 に発現 して お り,メ ラノ
サイ ト(推 定ニ ッチ細胞)と の細胞 間接着分子 と して働 き,輪 部上皮基 底部 にお ける角膜上 皮幹
細 胞 ニ ッチ形 成 に寄 与 して い る と考 え られ た。 また,増 殖 した 角膜 上 皮幹 細 胞 ・前 駆 細胞 の
N-cadherin発 現 が減弱 した こ とか ら,N-cadherinは 幹細胞 に おけ る増殖 の制御 に関与 して いる
と考 え られた。
本 研究 は,N-cadherinの 上皮幹 細胞ニ ッチへの 関与 を始 めて報告 してお り,上 皮幹 細胞 ニ ッ
チ解 明 に向 けて大 きな意義 があ ると考 え られる。
よ って,本 論 文 は博士(医 学)の 学位論文 と して合格 と認 め る。
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